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SUMMARY
Chronic lung diseases are progressive conditions affecting millions of people 
worldwide. Two of the most common chronic lung diseases are chronic obstructive 
pulmonary disease (COPD) and asthma. The complexity of these pathogeneses 
has made it difficult for scientist to develop efficient therapeutic strategies that 
significantly slow down or definitely stop disease progression. Exploring the 
contributions of the various cells and proteins involved in these diseases will help in 
better understanding these conditions and may provide therapeutic opportunities 
for COPD and asthma patients. 
Macrophage migration inhibitory factor (MIF) is a protein expressed by various cells 
and tissues in humans, which functions as a cytokine. While MIF has been described 
as a proinflammatory cytokine, it has been shown to have non-inflammatory effects 
in vivo and in vitro. MIF has been associated with chronic lung diseases, although its 
role in these conditions has not been fully elucidated.
Therefore, the aim of the research described in this thesis was to study the expression 
and function that MIF plays in pulmonary diseases, mainly in COPD and asthma, in 
the context of innate immune responses. To this end, we integrated a critical review 
of the literature with an experimental approach, to better understand the role of the 
innate immune response in lung diseases and MIF expression and function in this 
context. 
In chapter 1 we discussed the diversity of innate immune cells of myeloid origin 
involved in lung tissue repair and how they contribute to the development 
of pulmonary fibrosis. We explained in detail the phases of tissue repair, the 
development of fibrosis, the functions and contributions of myeloid innate immune 
cells (monocytes, macrophages, dendritic cells, fibrocytes, neutrophils, eosinophils, 
mast cells and basophils) and the alterations of wound healing in the ageing lung. 
Altogether the evidence presented suggests that myeloid cells are not only leading 
players in tissue repair, but they are also tightly associated with the development of 
fibrosis in the lung. The evidence connecting myeloid cells with fibrosis development 
is particularly strong for neutrophils, monocytes, macrophages, and fibrocytes. The 
data discussed here demonstrates the essential role that innate immune cells play in 
the development of pulmonary fibrosis. Moreover, it establishes the basis for future 
studies on the interaction between the innate and the adaptive immune system, 
aiming to find the dysfunctional connection that leads to this pathological condition 
in humans.
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In chapter 2 we critically reviewed the data available on MIF expression and 
function in chronic lung diseases, with the aim of obtaining a better insight into 
the role MIF plays in the lung and in pulmonary diseases. We first described the 
structure and function of a healthy lung and then illustrated the diverse roles of 
MIF in the pathogenesis of COPD, asthma, pulmonary fibrosis and lung cancer. The 
data reviewed here show that in lung diseases MIF induces cell migration and cell 
proliferation, protects from toxicity and inhibits cell death. Moreover, MIF in the lung 
has a stronger association with a prorepair response (Th2) than with a proinflammatory 
response (Th1), demonstrating that MIF’s role is not always proinflammatory as 
suggested before. 
In chapter 3 we assessed the genetic regulation and gene expression of MIF family 
members in lung tissue in the context of COPD. We evaluated gene expression 
levels of MIF, DDT and DDTL in lung tissue samples of patients with and without 
COPD, and found significantly higher levels of MIF and DDT gene expression in 
lung tissue of COPD patients. We then assessed whether gene expression in these 
three genes is regulated by single nucleotide polymorphisms (SNPs). We identified 
71 SNPs regulating MIF and DDTL expression and demonstrated that the direction 
of the SNP effect on MIF gene expression is dependent on the MIF splice variants 
analyzed. This chapter established that MIF gene expression is higher in COPD and 
can be influenced by SNPs, although not specifically in COPD.
In chapter 4 we investigated the association of MIF with cellular senescence in the 
context of COPD. We studied MIF expression during the development of cellular 
senescence in an in vitro model for type 2 alveolar epithelial cells and demonstrated 
that MIF expression increases during the establishment of cellular senescence 
in vitro and that its presence is not essential for this phenomenon to take place, 
although it does influence the expression of some senescence markers. We also 
evaluated MIF expression and senescence markers in lung tissue from COPD and 
non-COPD patients and found significantly higher levels of MIF protein expression 
and senescence markers in lung tissue samples from COPD patients, compared to 
control subjects. Our data showed that high MIF expression in COPD lung tissue may 
partly be caused by cellular senescence, which is a characteristic of this condition.
In chapter 5 we studied the proliferation, recruitment and phenotype switching of 
macrophages during the development of house dust mite (HDM)-induced allergic 
lung inflammation. We demonstrated that during allergic lung inflammation the 
pool of polarized macrophages in the lung originates from local macrophages 
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polarized MHCII-loYM1- macrophages selectively decrease while mainly YM1+ 
alveolar and MHCII-hi interstitial macrophages increase. This increase in YM1+ and 
MHCII-hi macrophages during HDM challenges appears to be the result of alveolar 
macrophages becoming YM1+ and interstitial macrophages becoming MHCII-hi. 
Moreover, using the same mouse model, in chapter 6 we investigated the kinetics and 
patterns of expression of MIF family members MIF and D-dopachrome tautomerase 
(DDT) and their receptor CD74 in lung tissue. We found that gene expression levels of 
MIF and CD74 correlated negatively with numbers of macrophages, eosinophils and 
monocytes through the course of the model. Additionally, we found that MIF protein 
presence to be lower in the parenchyma of HDM-exposed mice, with consistent low 
presence in goblet cells. These patterns of MIF presence were supported by data in 
a single-cell sequencing dataset of lung samples from asthmatic patients and healthy 
individuals. Together, our data showed that lung macrophages locally change during 
the development of experimental murine asthma and that MIF, which is negatively 
associated with macrophage counts in this HDM model, decreases in expression 
in lung tissue and airways during development of allergic lung inflammation. This 
negative association may be explained by the original findings of MIF being a 
macrophage migration inhibitory factor.
As explained in the discussion chapter, this thesis shows that MIF is in fact associated 
with chronic lung diseases, but that its role is not necessarily proinflammatory, as 
previously suggested.  The work described in this thesis forms the basis for future 
studies acknowledging the versatile nature of MIF and its true potential in therapeutic 
strategies for lung diseases.
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SAMENVATTING
Chronische longziekten zijn progressieve aandoeningen die miljoenen mensen 
wereldwijd treffen. Twee van de meest voorkomende chronische longaandoeningen 
zijn chronische obstructieve longziekte (COPD) en astma. De complexiteit van de 
pathogenese van deze ziektes heeft het moeilijk gemaakt om efficiënte therapeutische 
strategieën te ontwikkelen die de ziekteprogressie aanzienlijk vertragen of definitief 
stoppen. Het onderzoek naar de bijdrage van de verschillende cellen en eiwitten die 
bij deze ziekten betrokken zijn, zal helpen om deze aandoeningen beter te begrijpen 
en kan therapeutische kansen bieden voor COPD- en astmapatiënten.
“Macrophage migration inhibitory factor” (MIF) is een eiwit dat bij mensen door 
verschillende cellen en weefsels tot expressie wordt gebracht en dat als een cytokine 
functioneert. Hoewel MIF is beschreven als een pro-inflammatoir cytokine, is het ook 
aangetoond dat het in vivo en in vitro anti-inflammatoire effecten heeft. MIF is in 
verband gebracht met chronische longaandoeningen, hoewel de rol ervan in deze 
aandoeningen niet volledig duidelijk is.
Het doel van het onderzoek beschreven in dit proefschrift is het bestuderen van 
zowel de expressie en functie van MIF alsmede de rol die het speelt bij longziekten, 
voornamelijk bij COPD en astma, in de context van het aangeboren immuunsysteem. 
Hiervoor hebben we een kritische beoordeling van de literatuur gecombineerd met 
experimenteel onderzoek om de rol van reacties van het aangeboren immuunsysteem 
bij longziekten en de MIF-expressie en -functie in deze context beter te begrijpen.
In hoofdstuk 1 beschrijven we de diversiteit van immuuncellen van myeloïde 
oorsprong die betrokken zijn bij het herstel van longweefsel en hoe ze bijdragen 
aan de ontwikkeling van longfibrose. We hebben de fasen van weefselherstel, de 
ontwikkeling van fibrose, de functies en bijdragen van myeloïde immuuncellen 
(monocyten, macrofagen, dendritische cellen, fibrocyten, neutrofielen, eosinofielen, 
mestcellen en basofielen) en de veranderingen in wondgenezing in de verouderende 
long in detail uitgelegd. Al met al suggereren de gepresenteerde gegevens dat 
myeloïde cellen niet alleen belangrijke spelers zijn in weefselherstel, maar ook nauw 
verband houden met de ontwikkeling van fibrose in de long. Het bewijs dat de 
myeloïde cellen verbindt met de ontwikkeling van fibrose is bijzonder sterk voor 
neutrofielen, monocyten, macrofagen en fibrocyten. De hier besproken gegevens 
tonen de essentiële rol aan die aangeboren immuuncellen spelen bij de ontwikkeling 
van longfibrose. Bovendien legt het de basis voor toekomstige studies over de 
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de disfunctionele verbinding te vinden die tot deze pathologische aandoening bij 
mensen leidt.
In hoofdstuk 2 hebben we de beschikbare gegevens over de expressie en functie 
van MIF bij chronische longziekten kritisch bekeken, met als doel een beter inzicht te 
krijgen in de rol die MIF speelt in de gezonde long en bij longziekten. We beschreven 
eerst de structuur en functie van een gezonde long en illustreerden vervolgens 
de diverse rollen van MIF in de pathogenese van COPD, astma, longfibrose en 
longkanker. De hier beoordeelde gegevens tonen aan dat MIF bij longziekten 
celmigratie en celproliferatie induceert, beschermt tegen toxiciteit en celdood remt. 
Bovendien heeft MIF in de long een sterkere associatie met een prorepair-respons 
(Th2) dan met een pro-inflammatoire respons (Th1), wat aantoont dat de rol van MIF 
niet altijd pro-inflammatoir is zoals eerder werd gesuggereerd.
In hoofdstuk 3 hebben we de genetische regulatie en genexpressie van MIF-
familieleden in longweefsel in de context van COPD beoordeeld. We evalueerden 
genexpressieniveaus van MIF, DDT en DDTL in longweefselmonsters van patiënten 
met en zonder COPD en vonden significant hogere niveaus van MIF- en DDT-
genexpressie in longweefsel van COPD-patienten. Vervolgens hebben we 
beoordeeld of de genexpressie in deze drie genen wordt gereguleerd door “single 
nucleotide polymorphisms” (SNP's). We identificeerden 71 SNP's die MIF- en 
DDTL-expressie reguleren en toonden aan dat de richting van het SNP-effect op 
MIF-genexpressie afhankelijk is van de geanalyseerde MIF-genexpressievarianten. 
Dit hoofdstuk stelde vast dat MIF-genexpressie hoger is bij COPD en kan worden 
beïnvloed door SNP's, hoewel niet specifiek bij COPD.
In hoofdstuk 4 hebben we de associatie van MIF met cellulaire veroudering 
onderzocht in de context van COPD. We hebben MIF-expressie bestudeerd 
tijdens de ontwikkeling van cellulaire veroudering in een in vitro model voor type 
2 alveolaire epitheelcellen. We hebben aangetoond dat MIF-expressie toeneemt 
tijdens veroudering in vitro en dat de aanwezigheid van MIF niet essentieel is 
om dit fenomeen te laten plaatsvinden, alhoewel het de expressie van sommige 
ouderdomsmarkers wel beïnvloedt. We evalueerden ook MIF-expressie en 
ouderdomsmarkers in longweefsel van COPD- en niet-COPD-patiënten en 
vonden significant hogere niveaus van MIF-eiwitexpressie en ouderdomsmarker in 
longweefselmonsters van COPD-patiënten vergeleken met controlepersonen. Onze 
gegevens toonden aan dat hoge MIF-expressie in COPD-longweefsel gedeeltelijk 
kan worden veroorzaakt door cellulaire veroudering, wat een kenmerk is voor deze 
aandoening.
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In hoofdstuk 5 hebben we de proliferatie, rekrutering en verandering van macrofagen 
bestudeerd tijdens de ontwikkeling van door huisstofmijt (HDM) veroorzaakt 
allergisch astma in muizen. We toonden aan dat tijdens allergische ontsteking, 
veranderde macrofagen in de long afkomstig zijn van lokale macrofagen met weinig 
bijdrage van binnenkomende monocyten. Daarnaast hebben we aangetoond dat 
tijdens HDM-toediening niet-veranderde MHCII-loYM1- macrofagen selectief 
afnamen, terwijl YM1+ en MHCII-hi macrofagen toenamen. Deze toename 
komt door alveolaire macrofagen die veranderen naar YM1+ macrofagen en 
interstitiële macrofagen die veranderen naar MHCII-hi macrofagen. Bovendien 
onderzochten we met behulp van hetzelfde muismodel in hoofdstuk 6 de kinetiek 
en expressiepatronen van MIF-familieleden MIF en D-dopachrome tautomerase 
(DDT) en hun receptor CD74 in longweefsel. We ontdekten dat genexpressieniveaus 
van MIF en CD74 negatief correleerden met het aantal macrofagen, eosinofielen 
en monocyten in de loop van het model. Bovendien ontdekten we dat de 
aanwezigheid van het MIF-eiwit lager is in het parenchym van muizen die aan HDM 
zijn blootgesteld, met een consistente lage aanwezigheid in slijmbekercellen. 
Deze patronen van MIF-aanwezigheid werden ondersteund door gegevens in een 
single-cell sequencing-dataset van longmonsters van astmapatiënten en gezonde 
individuen. Samen hebben onze gegevens aangetoond dat longmacrofagen lokaal 
veranderen tijdens de ontwikkeling van astma in muizen en dat MIF-expressie, 
dat in dit HDM-model negatief is geassocieerd met macrofaagaantallen, afnam in 
longweefsel en luchtwegen tijdens de ontwikkeling van allergische ontsteking. Deze 
negatieve associatie kan worden verklaard door de oorspronkelijke bevindingen dat 
MIF een remmende factor is voor de migratie van macrofagen.
Zoals uitgelegd in het discussiehoofdstuk, laat dit proefschrift zien dat MIF in feite 
geassocieerd is met chronische longziekten, maar dat de rol van MIF niet noodzakelijk 
ontstekingsbevorderend is, zoals eerder gesuggereerd. Het werk beschreven in dit 
proefschrift vormt de basis voor toekomstige studies die de veelzijdige aard van 
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RESUMEN
Las enfermedades pulmonares crónicas son afecciones progresivas que afectan 
a millones de personas en todo el mundo. Dos de las enfermedades pulmonares 
crónicas más comunes son la enfermedad pulmonar obstructiva crónica (EPOC) y el 
asma. La complejidad de estas patologías dificulta el desarrollo de terapias eficientes 
que disminuyan o detengan de forma definitiva la progresión de la enfermedad. 
Entender cómo contribuyen las diferentes células y proteínas que hacen parte de 
estas enfermedades ayudará a comprender mejor estas condiciones. Esto a su vez 
puede contribuir al desarrollo de opciones terapéuticas para pacientes con EPOC 
y asma.
El factor inhibidor de la migración de macrófagos (MIF, por su nombre en inglés) es 
una proteína expresada por varias células y tejidos en humanos, que funciona como 
una citoquina. Aunque MIF se ha descrito como una citoquina pro-inflamatoria, se 
ha demostrado que tiene efectos no inflamatorios in vivo e in vitro. Aunque MIF se 
ha asociado con enfermedades pulmonares crónicas, su papel en estas afecciones 
no se ha definido completamente.
Por lo tanto, el objetivo de esta tesis fue estudiar la expresión y la función de MIF 
en las enfermedades pulmonares crónicas, principalmente en EPOC y asma, en el 
contexto de la respuesta innata. Con este fin, aplicamos un enfoque de investigación 
que integra una revisión crítica de la literatura con experimentación in vitro, para 
comprender mejor el papel de la respuesta inmune innata en las enfermedades 
pulmonares y la expresión y función de MIF en este contexto.
En el capítulo 1 discutimos la diversidad de células inmunes innatas de origen 
mieloide involucradas en la reparación del tejido pulmonar y cómo contribuyen al 
desarrollo de la fibrosis pulmonar. Explicamos en detalle las fases de la reparación 
de tejido, el desarrollo de fibrosis, las funciones y contribuciones de las células 
inmunes innatas (monocitos, macrófagos, células dendríticas, fibrocitos, neutrófilos, 
eosinófilos, mastocitos y basófilos) y las alteraciones de la cicatrización de heridas 
en un pulmón afectado por la edad. En conjunto, la evidencia presentada sugiere 
que las células mieloides no solo son fundamentales en la reparación de tejidos, 
sino que también están estrechamente asociadas con el desarrollo de fibrosis en el 
pulmón. La evidencia que conecta las células mieloides con el desarrollo de fibrosis 
es especialmente fuerte para neutrófilos, monocitos, macrófagos y fibrocitos. Los 
datos discutidos aquí demuestran el importante papel que juegan las células 
inmunes innatas en el desarrollo de la fibrosis pulmonar. Además, establece la base 
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para estudios futuros enfocados en la interacción entre el sistema inmune innato y 
el adaptativo, con el objetivo de encontrar la conexión disfuncional que conduce a 
esta condición patológica en humanos.
En el capítulo 2 revisamos críticamente los datos descritos en literatura científica 
sobre la expresión y función de MIF en enfermedades pulmonares crónicas, con 
el objetivo de entender mejor el papel que MIF desempeña en las enfermedades 
pulmonares. Primero describimos la estructura y función de un pulmón sano y luego 
ilustramos los diversos roles que MIF juega en la patogénesis de EPOC, asma, 
fibrosis pulmonar y cáncer de pulmón. La evidencia incluida aquí demuestra que 
en las enfermedades pulmonares, MIF induce la migración celular y la proliferación 
celular, protege de la toxicidad e inhibe la muerte celular. Además, MIF en el pulmón 
tiene una asociación más fuerte con una respuesta de reparación (Th2) que con una 
respuesta pro-inflamatoria (Th1), lo que demuestra que el papel de MIF no siempre 
es pro-inflamatorio como se sugirió anteriormente.
En el capítulo 3 evaluamos la regulación genética y la expresión génica de los 
miembros de la familia de MIF en el tejido pulmonar en el contexto de EPOC. 
Evaluamos los niveles de expresión génica de MIF, DDT (D-dopachrome tautomerase) 
y DDTL (DDT-like) en muestras de tejido pulmonar de pacientes con y sin EPOC, 
y encontramos niveles significativamente más altos de expresión génica de MIF y 
DDT en el grupo de pacientes con EPOC. Luego evaluamos si la expresión génica 
en estos tres genes está regulada por polimorfismos de un solo nucleótido (SNP, 
por su nombre en inglés). Identificamos 71 SNPs que regulan la expresión de MIF y 
DDTL y demostramos que la dirección del efecto del SNP sobre la expresión de MIF 
depende de las variantes de empalme (“splicing”) de MIF analizadas. Este capítulo 
demostró que la expresión génica de MIF es más alta en EPOC que en condiciones 
sanas y puede estar influenciada por los SNP, aunque no específicamente en el caso 
de EPOC.
En el capítulo 4 investigamos la asociación de MIF con senescencia celular en el 
contexto de EPOC. Estudiamos la expresión de MIF durante el desarrollo de la 
senescencia celular en un modelo celular in vitro de células epiteliales alveolares tipo 
2. Aquí demostramos que la expresión de MIF aumenta durante el establecimiento 
de la senescencia celular in vitro y que su presencia no es esencial para que este 
fenómeno ocurra, aunque MIF sí influye en la expresión de algunos marcadores 
de senescencia. También evaluamos la expresión de MIF y algunos marcadores 
de senescencia en el tejido pulmonar de pacientes con EPOC y sin EPOC y 
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y marcadores de senescencia en muestras de tejido pulmonar de pacientes con 
EPOC, en comparación con los sujetos control. Nuestros datos mostraron que la alta 
expresión de MIF en el tejido pulmonar de pacientes con EPOC puede deberse en 
parte a la senescencia celular, que caracteriza a esta condición.
En el capítulo 5 estudiamos la proliferación, el reclutamiento y el cambio de 
fenotipo de los macrófagos durante el desarrollo de la inflamación pulmonar alérgica 
inducida por ácaros del polvo (HDM, por su nombre en inglés). Demostramos que 
durante la inflamación pulmonar alérgica, los macrófagos polarizados en el tejido 
pulmonar se originan de macrófagos locales y hay poca contribución de monocitos 
reclutados desde sangre periférica. También mostramos que los macrófagos 
no polarizados MHCII-loYM1- disminuyen mientras que los macrófagos YM1+ y 
MHCII-hi aumentan durante la fase de reacción ante HDM. Este aumento parece 
ser el resultado de macrófagos alveolares que se convierten en macrófagos YM1+ 
y macrófagos intersticiales que se convierten en macrófagos MHCII-hi. Además, 
utilizando el mismo modelo de ratón, en el capítulo 6 investigamos la dinámica y 
los patrones de expresión de los miembros de la familia MIF, MIF y ‘D-dopachrome 
tautomerase’ (DDT)  y su receptor CD74 en el tejido pulmonar. Encontramos que los 
niveles de expresión génica de MIF y CD74 se correlacionaron negativamente con 
el número de macrófagos, eosinófilos y monocitos en el tejido pulmonar a lo largo 
del modelo. Además, encontramos que la presencia de la proteína MIF es menor 
en el parénquima de los ratones expuestos a HDM, con una expresión baja en las 
células caliciformes. Estos patrones de presencia de MIF fueron respaldados por la 
evidencia obtenida de un banco de datos formado por la secuenciación de células 
individuales de muestras de pulmón de pacientes asmáticos e individuos sanos. 
En conjunto, nuestros datos mostraron que los macrófagos pulmonares cambian 
localmente durante el desarrollo del asma murino experimental y que la expresión 
de MIF, asociado negativamente con los recuentos de macrófagos en este modelo 
HDM, disminuye en el tejido pulmonar y las vías respiratorias durante el desarrollo 
de inflamación pulmonar alérgica. Esta asociación negativa puede explicarse por los 
hallazgos originales de que MIF es un factor inhibidor de la migración de macrófagos.
Como se explicó en el capítulo de discusión, esta tesis muestra que MIF sí está 
asociado con enfermedades pulmonares crónicas, pero que su función no es 
necesariamente pro-inflamatoria, como se sugirió anteriormente. Esperamos que 
esta tesis establezca la base para futuros estudios que reconozcan la naturaleza 
versátil de MIF y su verdadero potencial en las estrategias terapéuticas para las 
enfermedades pulmonares.

